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【研究目的】藻類の葉緑体には、CO2 固定酵素である RubisCO (ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase) 
のほぼ全てを集積するタンパク質ボディのピレノイドが存在する。ピレノイドは藻類の無機炭素濃縮機構 
(CCM) の中心的役割を担う部位であり、ピレノイド型葉緑体の光合成は地球全体の一次生産の 28 ~ 46％ を
占めると考えられる。しかし、ピレノイドの生化学的構造および機能の詳細については情報が限られている。
とりわけ珪藻のピレノイドは一次生産への寄与度が高く、その分子レベルでの詳細は興味深い。これまでに、
羽状目珪藻  Phaeodactylum tricornutum のピレノイドには  RubisCO の他に、β 型炭酸脱水酵素  (carbonic 
anhydrase: CA)、RubisCO 活性化酵素、および fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBAC1 および FBAC5) が局
在することが分かっている。また、当研究室が発見した新規酵素である θ 型 CA がピレノイド貫通チラコイ
ド内腔に局在することも報告されている。一方、中心目珪藻 Thalassiosira pseudonana では、無機炭素取り込
み様式や、CA の細胞内分布が P. tricornutum と異なることが報告されており、珪藻内でも CCM のタイプに
多様性があることが強く示唆されている。しかし、T. pseudonana では、RubisCO 以外のピレノイド因子は報
告されておらず、その研究が待たれる。本研究では、T. pseudonana において、新規ピレノイド構成因子の探索
を行い、珪藻におけるピレノイドを機軸とした CCM の多様性を明らかにすることを目的とした。 
 
【実験方法】P. tricornutum において同定された新規ピレノイド因子である Ptpyshell のホモログをコードする
遺伝子 (Tppyhsell) を、T. pseudonana のゲノムから複数見出した。Tppyshellの 3’ 末端側に egfp を連結した
局在解析用コンストラクトを作製し、野生型 T. pseudonana に分子銃を用いて導入した。EGFP 融合タンパク
質の発現には、硝酸培地で発現を駆動する硝酸還元酵素プロモーターを用いた。抗生物質耐性および EGFP 蛍
光を指標として EGFP 発現株を選別し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて局在解析を行った。内在性 Tppyshell 
の転写産物量を定量的 RT-PCR にて測定し、主要な Tppyshell 遺伝子の選抜を行った。GFP および Tppyshell 
に対する抗体を用いたウェスタンブロットにより Tppyshell-1:EGFP 過剰発現を確認した変異株を選別し、
High CO2 (1% CO2) および Low CO2 (0.04% CO2) 環境下で培養し、クラーク型酸素電極を用いた酸素発生速度
測定による光合成パラメーターの決定を行った。 
 
【実験結果と考察】T. pseudonana において Ptpyshell のホモログを検索した結果、Ptpyshell と相同性を示す
タンパク質が 6 個見つかった (Tppyshell-1 ~ 6)。それらの内、Ptpyshell に対してアミノ酸配列の類似度が 
60％ 以上であった Tppyshell-1 ~ 3 に着目し、EGFP 融合タンパク質による局在解析を行った。その結果、
Tppyshell-1 ~ 3 は葉緑体中心部にシート状で存在しており、T. pseudonana における RubisCO 以外の新規ピレ
ノイド構成因子であることが強く示唆された。内在性 Tppyshell-1 ~ 3 の転写産物量を調べるために、定量的 
RT-PCR 解析を行った結果、Tppyshell-1 および -2 の転写産物量が特に高く、Tppyshell-1 は -3 よりも約 70 
倍、Tppyshell-2 は約 44 倍であることが分かった。Tppyshell-1 の機能を調べるために、Tppyshell-1:EGFP 過
剰発現株を用いて、クラーク型酸素電極を用いた光合成活性測定を行った。その結果、High CO2 環境下で培
養した Tppyshell-1:EGFP 過剰発現株の K0.5 [DIC] (最大酸素発生速度の半分の値を得るのに必要な溶存無機
炭素濃度) は 、WT よりも約 130 ~ 220% に増加していた。また、apparent photosynthetic conductance (光合成
コンダクタンス) は約 13 ~ 82% に減少した。また、Low CO2 環境下で培養した過剰発現株の APC は WT 
よりも約 40% に減少した。Tppyshell-1:EGFP の過剰発現により、無機炭素に対する親和性が低下したため、
Tppyshellは CCM に寄与する重要なピレノイド因子であることが示唆された。 
